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(54) Title: ANNULAR CHROMATOGRAPH 

(54) Bezeichnung: ANNULARCHROMATOGRAPH 

(57) Abstract 

The present invention relates to an annu- 
lar chromatograph comprising a coating in the - 
shape of a particulate bed, wherein said chro- 
matograph is characterised in that the particulate 
bed comprises at least two superimposed areas 
which contain different materials and which are 
separated from each other by at least one sepa- 
ration layer. 

(57) Zusammenfassung 

Gegenstand der Erfindung ist ein 
Annularchromatograph mit einer Beschickung 
in Form eines Teilchenbetts, welcher dadurch 
gekennzeichnet ist, daB Teilchenbett zumindest 
zwei tibereinander angeordnete Zonen aufweist, 
die unterschiedliches Bettmaterial enthalten 
und vorzugsweise durch jeweils zumindest eine 
Trennschicht voneinander getrennt sind. 
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Annularchromatograph 



Die vorliegende Erfindung betrifft einen Annularchromatographen mit einer Beschik- 
kung in Form eines Teilchenbetts. 

Annularchromatographie stellt eine seit einigen jahren anerkannte und in immer starker 
zunehmendem MaBe praktizierte Variante praparativer chromatographischer Trennun- 
gen dar. Vorzugsweise wird Annularchromatographie eingesetzt, wenn gro&e Mengen 
an Substanzgemischen aufzutrennen sind, da diese Art der Chromatographie kontinuier- 
lich betrieben werden kann, und das bei relativ hohem Auflosungsgrad. 

Eine typische P-CAC-Apparatur ("P-CAC", preparative continuous annular chromato- 
graphy = praparative kontinuierliche Annularchromatographie) besteht aus einem kreis- 
ringformigem Teilchenbett, das in den Zwischenraum (Ringspalt) zwischen zwei kon- 
zentrischen Zylindern gepackt ist. Unter Rotation des Teilchenbetts um seine Achse 
werden am oberen Ende kontinuierlich Feedldsung sowie ein oder mehrere Eluenten 
aufgegeben. Derartige Verfahrensweisen sind nach dem Stand der Technik bekannt und 
weitverbreitet (siehe z.B. EP-A-371 .648). 



Neben dem Vorteil der groSen Durchsatzmengen der Annularchromatographie zeichnet 
sich diese auch durch hohe Auflosung und Spezifitat aus. Dennoch ist es fur verschie- 
dene spezifische Trennprobleme erforderlich, weitere Annularchromatographieschritte — 
beispielsweise unter Verwendung anderer Trenngele als im ersten Schritt - nachzuschal- 
ten, um den gewunschten Trennungsgrad zu erzielen. Dies ist einerseits im Vergleich 
zur herkommlichen Saulenchromatographie relativ einfach zu bewerkstelligen, da bei 
annularchromatographischen Trennungen bekannt ist, an welcher Stelle am Kreis- 
umfang das oder die gewunschten Produkte austreten; andererseits sind dafur weitere 
Annularchromatographen vonnoten, was naturlich den apparativen und damit finanziel- 
len Aufwand stark erhoht. 
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Ziel der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung einer Vorrichtung zur Annu- 
larchromatographie, mittels derer die Auflosung und Spezifitat dieses chromatographi- 
schen Trennverfahrens effizient gesteigert werden konnen, ohne den apparativen Auf- 
wand und damit die Verfahrenskosten ubermaGig zu erhohen. 

Die Erfindung erreicht dieses Ziel durch einen Annularchromatographen mit einer Be- 
schickung in Form eines Teilchenbetts, der dadurch gekennzeichnet ist, daS das Teil- 
chenbett zumindest zwei ubereinander angeordnete Zonen aufweist, die unterschiedli- 
ches Bettmaterial enthalten und vorzugsweise durch jeweils zumindest eine Trenn- 
schicht voneinander getrennt sind. 

Auf diese Weise lassen sich Vor- und Haupttrennschritte oder aber mehrere Trennungen 
auf unterschiedlicher Grundlage, wie z.B. AusschluB- oder Affinitats- und lonen- 
austausch-Chromatographie etc., nacheinander innerhalb derselben Trenn vorrichtung, 
kontinuierlich und mit hoher Auflosung und Spezifitat durchfuhren, wobei zusatzlich 
der Zeit-, Kosten- und apparative Aufwand von Saulenwechsel, einschlieSlich von z.B. 
Einengung und Konditionierung des Gemischs fur den nachsten Trennschritt, 
Regenerierung bzw. erneute Aquilibrierung der Saulen, etc v sowie (z.B. bei oxidations- 
oder feuchtigkeitsempfindlichen Substanzen) die Gefahr von Beeintrachtigungen der 
Proben bei deren Handhabung minimiert bzw. ganzlich ausgeschaltet werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausftihrungsform kann zumindest eine der Zonen durch 
Vorsehen von elektrischen Anschliissen, vorzugsweise in Form von Schleifkontakten, als 
Elektrophoresezone adaptiert werden, wodurch auch elektrophoretische Trennungen in 
der oben beschriebenen vorteilhaften Weise durchgefuhrt werden konnen. Diese 
Elektrophoresezone kann vorzugsweise durch jeweils zumindest eine elektrisch nicht- 
leitende Trennschicht zu der bzw. den ubrigen Zone(n) hin begrenzt sein, um die 
Effizienz der Elektrophorese zu erhohen. 
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Das Bettmaterial fur die zumindest zwei Zonen kann dabei allgemein aus Anionenaus- 
tauschharzen, Kationenaustauschharzen, Ausschlufcgelen, Gelpermeationsgelen, Affini- 
tatsgelen, Hydrophobchromatographie-(HIC-)Gelen, Verdrangungs-(Displacement-)Har- 
zen, Umkehrphasen-(Reversed Phase-)Gelen, Elektrophorese-Gelen und anderen in der 
Praxis eingesetzten Trennmedien ausgewahlt werden, was eine Vielzahl von 
Moglichkeiten fur kombinierte Trennungen bietet, wie nachstehend detaillierter 
beschrieben. Falls eine der Zonen im erfindungsgema&en Chromatographen eine 
Elektrophoresezone ist, wird als Teilchenbett fur diese Zone naturlich ein Elektrophore- 
se-Gel gewahlt. 

Die Trennschicht bzw. Trennschichten werden erfindungsgemaS bevorzugt aus Mem- 
branen, nicht-porosem, inertem Teilchenmaterial, insbesondere Glasperlen, und - spe- 
ziell fur etwaige Elektrophoresezonen - aus elektrisch nicht-leitendem Material ausge- 
wahlt. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung ist die oberste Zone des Teilchenbetts 
mit einer Deckschicht bedeckt und/oder mit einer Grundschicht unterlegt, wobei die 
Deck- und die Grundschicht vorzugsweise aus demselben Material wie die Trenn- 
schicht(en) bestehen. 

Besonders bevorzugt umfaSt ein erfindungsgemafcer Chromatograph zumindest eine 
Elektrophoresezone bzw. zumindest eine Ausschiuftgelzone und zumindest eine Adsor- 
berharzzone, wobei insbesondere zumindest eine Adsorberharzzone ein lonentauscher- 
harz enthalt, womit sich z.B. Proteine (nacheinander entsprechend ihrer GroSe und 
ihrer Ladung), sowie zahlreiche biotechnologische Verfahrensprodukte, wie z.B. Enzy- 
me, h-EGF ("human epidermal growth factor", Human-Epidermalwachstumsfaktor) und 
Immunglobuline, auBerst selektiv und hochauflosend auftrennen und reinigen lassen. 
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In einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann auch am inneren und/oder auSeren Urn- 
fang der annularen Trennsaule (1 1) ein Temperier-(d.h. Heiz- bzw. Kiihl-)Mantel vor- 
gesehen sein, um die jeweils zur Trennung optimale Temperatur einstellen zu konnen. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und unter Bezugnahme auf die 
beiliegenden Zeichnungen beschrieben, worin die Fig. la) und lb) schematische Dar- 
stellungen eines gemaft vorliegender Erfindung einsetzbaren Annularchromatographen 
mit 2 bzw. 3 Trennzonen sind, Fig. 2a) eine schematische Teilansicht eines Schnitts 
durch einen weiteren erfindungsgemaBen Annularchromatographen mit Elektrophorese- 
zone ist und Fig. 2b) eine schematische Ausschnittsvergrofterung des strichlierten Be- 
reichs aus Fig. 2a) ist. 

In den Fig. la) und lb) sind zwei Varianten des Annularchromatographen der vorliegen- 
den Erfindung schematisch dargestellt. In Fig. 1a) ist eine Ausfuhrungsform mit zwei, in 
Fig. 1b) eine mit drei Trennzonen des Teilchenbetts dargestellt. Diese Zonen 1 und 2, 
bzw. 1, 2 und 3, bestehen vorzugsweise aus Trennharzen, ausgewahlt aus z.B. Anionen- 
austauschharzen, Kationenaustauschharzen, AusschluSgelen, Affinitatsgelen, Hydro- 
phobchromatographie-lHIC-JGelen, Verdrangungs-fDisplacement-JHarzen, Elektrophore- 
segelen, sowie gegebenenfalls aus anderen auf dem Gebiet ublichen stationaren 
Phasen, wie z.B. Kieselgel, Aluminiumoxid, etc. Diese breite Palette an Auswahlmog- 
lichkeiten ergibt eine grolie Vielfalt an Kombinationen von zweien oder mehreren 
dieser Trennmittel. 

So umfaSt die Erfindung beispielsweise folgende Kombinationen zweier stationarer 
Phasen: 

• Kationenaustauscher - Anionenaustauscher 

• Kationenaustauscher - AusschluBgel 

• Anionenaustauscher - AusschluKgel 

• Kationenaustauscher - Affinitatsgel 
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• Anionenaustauscher - Affinitatsgel 

• Kationenaustauscher - Hydrophobchromatographie-Gel 

• Anionenaustauscher - Hydrophobchromatographie-Gel 

• Ausschluftgel - Affinitatsgel 

• AusschluSgel - Hydrophobchromatographie-Gel 

• Hydrophobchromatographie-Gel - Affinitatsgel 

sowie derartige Kombinationen mit einem Elektrophoresegel anstelle eines der beiden 
obigen Gele oder zusatzlich dazu (Drei-Zonen-Chromatographie). Die obige Aufstellung 
der binaren Kombinationsmoglichkeiten beschreibt nicht, wie die Gele in der Saule 
relativ zueinander angeordnet sind, d.h., welches das obere und welches das untere Gel 
darstellt. Dies hangt einzig und allein vom Trennproblem ab. 

Beispiele fur die in der Erfindung einsetzbaren Trenntechniken sind u.a.: 

• lonenaustauschchromatographie: z.B. Mono S (Pharmacia) oder Toyopearl 
DEAE 650S (TosoHaas); 

• Umkehrphasen-(Reversed Phase-)Chromatographie: z.B. Amberchrom CG- 
161cd (Rohm & Haas) oder Sephasil C8 (Pharmacia); 

• Hydrophobchromatographie: Phenyl Sepharose (Pharmacia) oder TSK Gel 
Phenyl 5PW (TosoHaas); 

• AusschluMSize Exclusion-) und Gelpermeationschromatographie: z.B. 
Sephadex G15 (Pharmacia) oder Toyopearl HW40F (TosoHaas); 

• Affinitatschromatographie: z.B. Toyopearl AF Tresyl-650M (TosoHaas) oder 
EAH Sepharose-4B (Pharmacia); 

• Adsorptionschromatographie: z.B. Amberlite XAD (Rohm & Haas) oder 
Purolite MN200 (Purolite). 

Im Schutzumfang der Erfindung sind auch Kombinationen zweier oder mehrerer Gele 
desselben Typs, aber z.B. von unterschiedlichen Herstellern stammend, enthalten. Bei- 
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spielsweise konnen auch zwei Kationenaustauschgele oder zwei Ausschluftgele uber- 
einander angeordnet werden (z.B. Sephadex G15 uber Toyopearl HW 40F o.a.). 



Erfindungsgemali besonders bevorzugt werden Annularchromatographen mit einem 
Teilchenbett aus zumindest einer AusschluBgelzone und zumindest einer Adsorberharz- 
zone, wobei insbesondere zumindest eine Adsorberharzzone ein lonenaustauschharz 
enthalt, sowie Annularchromatographen mit zumindest einem Elektrophoresegel in 
einer der Zonen. 

Die zwei bzw. drei Gele werden nacheinander in den Ringspalt einer Annular-Saule 1 1 
aus gegenuber den Komponenten der Trennlosungen inertem Material, vorzugsweise 
Glas, eingebracht, wobei jede der Gelzonen mit einer Trennschicht 5 bedeckt wird, 
bevor die nachste darauf aufgebracht wird, urn eine Durchmischung der verschiedenen 
Zonenmaterialien zu verhindern. Den Abschluft des Teilchenbetts nach oben hin bildet 
in beiden Fallen eine Deckschicht 8. In Fig. 1a) ist zusatzlich eine Grundschicht 9 
dargestellt, die (zusatzlich zu einer - nicht dargestellten - porosen Bodenplatte, z.B. 
Fritte, Membranscheibe, etc.) dazu dient, ein Austreten von Teilchenmaterial am Boden 
der Saule zu verhindern. Das Material fur die Trenn-, die Deck- und die Grundschichten 
5, 8, 9 wird ausgewahlt aus Membranen sowie nicht-pordsem, gegenuber samtlichen 
Komponenten der jeweiligen Trennlosungen inertem Teilchenmaterial und kann fur alle 
drei Schichten gleich oder unterschiedlich sein, wobei es aber speziell f£ir elektrophore- 
tische Trennungen nicht elektrisch leitend sein darf. ErfindungsgemaS bevorzugt sind 
Glasperlen, da diese bei praktisch alien gangigen Anwendungen inert und leicht aufzu- 
bringen sind. 

Fur den Annularchromatographen aus Fig. 1a) erfolgt somit das Beschicken in der 
Reihenfolge 9-2-5-1-8, in Fig. 1b) in der Reihenfolge 3-5-2-5-1-8. 

Die ubrigen Bauteile des Annularchromatographen konnen in herkommlicher Weise 
ausgefuhrt sein. So ist die Saule II (von einem nicht dargestellten Motor angetrieben) 
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rotierbar auf einer Achse 1 2 gelagert und wird uber AnschluGleitungen 1 3 fur Feed und 
Eluenten und einen fix an der Achse montierten Verteilerkopf 14 gespeist, wobei die 
Zufuhrkanalen 15 des Verteilerkopfes 14 vorzugsweise in die Deckschicht 8 ein- 
tauchen, um gieichmafcige Aufgabe zu gewahrleisten. Die Kanale konnen die ublichen 
Ausgestaltungsformen, d.h. Eirizel-, Mehrfach- oder Schlitzdusen oder dergleichen, auf- 
weisen, fur die Erfindung bevorzugt werden jedoch an den Saulenumfang angepaftt 
gekrummte Schlitzdusen unterschiedlicher Breite, um die Feed- und Eluentenstrome 
moglichst genau aufeinander abstimmen zu konnen. 



Am unteren Ende der Saulen sind AuslaSkanale bzw. -rohrchen 16 zur Sammlung der 
Eluate vorgesehen. Diese Auslasse 16 konnen entweder mit der Saule 1 1 verbunden 
sein (d.h. sie rotieren mit dieser um Achse 12) oder aber an der Achse 12 fixiert sein 
und z.B. uber einen Schleifring mit der sich relativ dazu drehenden Saule in Kontakt 
stehen, wobei letztere Ausfuhrungsform bevorzugt wird. 

Fig. 2a) zeigt eine Teilansicht einer Ausfuhrungsform eines erfindungsgema&en Annular- 
chromatographen mit einem Elektrophorese-Trennschritt, namlich die Elektrophorese- 
Trennzone 4, die zu jeweils einer anderen daruber- und darunterliegenden (nicht darge- 
stellten) Zone hin mittels je einer Trennschicht 5 aus elektrisch nicht leitendem Material 
begrenzt ist. Sowohl am oberen als auch am unteren Ende der Elektrophoresezone 4, 
vorzugsweise direkt angrenzend an die jeweilige(n) Trennschicht(en), sind Schleif- 
kontakte vorgesehen, bestehend aus je einem an der AuSenseite der Achse 12 montier- 
ten Leiterring 6, der uber jeweils einen NetzanschluB 10 mit Strom versorgt wird, sowie 
aus einem an der Innenseite der Saule 1 1 vorgesehenen ringformigen Stromabnehmer 7, 
der eng am Leiterring 6 anliegt und in elektrischem Kontakt damit steht. Letzterer ist im 
Bereich des Schleifkontakts - entweder punktuell oder flachig - durch den Saulenmantel 
hindurch gefuhrt, um im Inneren der Saule die fur die elektrophoretische Trennung 
erforderliche elektrische Spannung aufzubauen. 
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Fig. 2b) stellt eine vergroSerte Ansicht des strichlierten Bereichs aus Fig. 2a) dar und 
zeigt den Schleifkontakt in etwas detail I ierterer Form. 

Es folgen spezifische Anwendungsbeispiele fur die vorliegende Erfindung. Die Erfindung 
ist allerdings keineswegs auf diese Einsatzmoglichkeiten beschrankt. Bevorzugte Einsatz- 
gebiete fur erfindungsgemaGe Annularchromatographen sind z.B. Trennungen von 
unedlen Metallen und Edelmetallen sowie zahlreiche Trennungen und Reinigungsschrit- 
te in der Biotechnologie. 

Beispiel 1: Kationenaustauscher - AusschluBgel: 
lonenaustausch-/GroBenauschlufi>ChromatoRraphie 

Flussigchromatographische Trennung der Platingruppenmetalle unter gleichzeitiger 
Entfernung der unedlen Metaile 

Die Platingruppenmetalle Rhodium, Palladium, Platin und Iridium konnen mittels pra- 
parativer Annularchromatographie kontinuierlich voneinander getrennt werden. Gleich- 
zeitig anwesende unedle Metaile wie beispielsweise Eisen, Kupfer, Nickel oder Kobalt 
konnen ebenfalls kontinuierlich von den Edelmetallen getrennt werden. 

Die chromatographische Trennung der Platingruppenmetalle unter Verwendung von 
Austauschergelen (z.B. Sephadex, Toyopearl oder Biogel) wurde bereits in US-A- 
4.885.143 beschrieben. Konzentrierte Edelmetall-Losungen aus den Leach-Prozessen 
der Scheidereien enthalten in der Regel zusatzlich unedle Metaile wie Eisen, Kupfer 
oder Nickel in unterschiedlichen Konzentrationen. 

Nach dem Leach-ProzeS liegt die Edelmetall-Losung meist in konzentrierter Salzsaure 
vor. Aufgrund der hohen Chloridkonzentratton liegen die Edelmetalle alle als anioni- 
sche Chlorokomplexe vor. Unedle Metaile haben die Eigenschaft, sich unter bestimmten 
Bedingungen an einen Kationenaustauscher zu binden, wahrend die Edelmetalle als 
anionische Komplexe ohne Retention durch den Kationenaustauscher laufen. Diese 
Eigenschaft kann man sich zunutze machen, um im ersten Verfahrensschritt die unedlen 
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Begleitmetalle von den Edelmetalle zu trennen und in einem zweiten Verfahrensschritt 
die Edelmetalle untereinander aufzutrennen. Mit dem P-CAC-System der vorliegenden 
Erfindung wird das in einfachster apparativer Bauweise moglich. 

Eine Saule, wie in Fig. 1a) dargestellt, wird bis zu einer gewissen Hdhe (genaue Ver- 
suchsbedingungen nachstehend in den Tabellen 1 und 2) mit einem AusschluSgel 2 
(z.B. Sephadex, Toyopearl oder Biogel) gefiillt und daruber Glasperlen 5 geschichtet (d 
= 1 50-240 jjn\); uber diese Glasperlenschicht 5 wird ein Kationenaustauscher 1 (z.B. 
Dowex, Purolite, Amberlite) und darauf schlieRlich erneut eine Glasperlenschicht 8 
geschichtet. 

Die Feedlosung wird an der radialen Position 0° in die Annularsaule eingepumpt. 
Dabei ta ught der Feedkanal 15 in die ob ere Glasperlensc hicht 8 ein. A ls Haupteluens 
(Top-Eluens) dient 0,5-1 m HcK Die Edelmetalle laufen ohne Wechselwirkung durch die 
Kationenaustauscherschicht 1 und werden dann in der Ausschluftgelschicht 2 voneinan- 
der getrennt. Am Ende der Saule konnen die einzelnen Fraktionen von Rhodium (Rh), 
Palladium (Pd), Platin (Pt) und Iridium (Ir) getrennt aufgefangen werden. 

Die unedlen Metal le adsorbieren an den Kationenaustauscher und werden an der 
radialen Position, an der das letzte Edelmetall eluiert (Ir) mit einem Step-Eluenten (2 m 
oder hoher HCI) gestrippt. Die 2 m HCI desorbiert die unedlen Metalle vom Kationen- 
austauscher und treibt sie zur AusschluBgelschicht. Dort haben die unedlen Metalle kei- 
nerlei Wechselwirkung mit der stationaren Phase. Die unedlen Metalle konnen nun als 
gemeinsame Fraktion gewonnen werden. 

Im speztellen wird eine Losung (6 m HCI) folgender Konzentration kontinuierlich in die 
einzelnen Edelmetalle und in eine Fraktion, welche die unedlen Metalle enthalt, 
getrennt. 
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Tabelle 1 

Konzentration der Metalle in der Feedlosung 



Pt: 30 g/l 


Pd: 1 5 g/l 


Rh: 3 g/l 


In 1 g/l 


Fe: 4 g/l 


Co: 4 g/l 


Ni: 4 g/l 


Cu: 4 g/l 



Eine 26 cm hohe Schicht Sephadex G-15 wurde mit 5 cm Glasperlen uberschichtet. Auf 
diese Schicht wurde eine 5 cm dicke Schicht Dowex 50-W X8 aufgegeben, welche 
wiederum mit einer Glasperlenschicht uberlagert wurde. Eluiert wurde die Losung mit 
0,5 m HCI. Die Edelmetalle durchliefen die Kationenaustauscherschicht 1 ohne 
Wechselwirkung und trennten sich auf der Sephadex-Schicht 2 auf. Dabei bildeten sich 
4 verschieden gefarte Banden aus - Rh-Bande (rot), Pd-Bande (braun), Pt-Bande (gelb) 
und Ir-Bande (braun). 

In einer radialen Position von 270° relativ zum Feedaufgabepunkt wurde der Step- 
Eluens (2 m HCI) zum Strippen fur die unedlen Metalle aufgegeben. Das Step-Eluens 
desorbierte die unedlen Metalle vom Kationenaustauscher, und es bildete sich eine 
grunlich-gelbe Bande, die ohne Wechselwirkung durch die Saule lauft. Die unedlen 
Metalle konnten als gemeinsame Fraktion nach der Iridiumfraktion gewonnen werden. 



Tabelle 2 
Versuchsbedingungen 



Flieftrate 
Top-El uens 


FlieSrate 
Step-Eluens 


FlieSrate 
Feed 


Rotationsrate 


Querschnitts- 
flache Ringspalt 


18 ml/min 


4 ml/min 


0,4 ml/min 


125°/h 


24,4 cm 2 



Hohe der Saule: 41 cm, davon 



26 cm Sephadex G-1 5 
5 cm Glasperlen (d « 150-240 //m) 
5 cm Dowex 50 W-X8 in der H + -Form 
5 cm Glasperlen (d = 150-240 //m). 
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Top - Eluent 




Rh Pd Pt Ir unedleMetalle 

Sind auBerdem noch Ru und Os im Trenngemisch enthalten, so eluiert Ru zwischen Rh 
und Pd und Os nach ir (siehe Beispiel 2). 

Beispiel 2: Adsorptionsharz - AusschluRgel 
AdsorptionsVGroftenauschluB-Chromatographie 

Selektive Abtrennung von Gold aus einer Edelmetall-Losung und glcichzeitige Tren- 
nung der Platingruppenmctalle 

Das Ausschlufcgel wird in den P-CAC gefullt (zumindest bis zur halben Hohe), uber das 
AusschluSgel kommt eine Trennschicht (Glasperlen oder Membran), uber diese Schicht 
wird das Adsorptionsharz (Amberlite XAD7 oder auch Purolite MN 200) gefullt. 

Eine Edelmetall-Losung, die alle Platingruppenmetalle (aber zumindest zwei davon) und 
Gold enthalt, wird als Feed fur den P-CAC verwendet. Gold wird vom Adsorberharz 




WO 99/28740 PCT/AT98/00290 
selektiv adsorbiert, wahrend die anderen Platingruppenmetalle unretardiert durch die 
Adsorberschicht laufen und auf dem Ausschlufcgel aufgetrennt werden. Nach der Elution 
der letzten Komponente wird mit einem Step-Eluenten das Gold vom Adsorberharz 

gestrippt. 

Feed Eluent Step-EIuent 



Adsorberharz 



AusschluBgel 

Rh RuPd Pt lr Qs Au 




Beispiel 3: Kationenaustauscher - Anionenaustauscher 
lonenaustausch-Chromatographie 

Abtrennung der unedlen Metalle von einer Rh/lr-Ldsung und anschlieftende Trennung 
von Rhodium und Iridium 

Der Anionenaustauscher wird zumindest bis zur halben Hohe in den P-CAC gefullt. 
Uberden Anionenaustauscher wird eine Trennschicht gefullt (Membran oder Glasperlen 
entsprechender GroSe), und uber die Trennschicht der Kationenaustauscher bis zur 
maximalen Fullhohe. Eine Metal l-Losung, die Rhodium und Iridium sowie Nicht-Edel- 
metalle wie Eisen, Nickel, Kobalt oder Kupfer enthalt, wird als Feed in die Annularsaule 
gepumpt. Die unedlen Metalle adsorbieren am Kationenaustauscher, wahrend Rhodium 
und Iridium bis zum Anionenaustauscher durchlaufen. Am Anionenaustauscher adsor- 
biert IrOV), und Rhodium lauft durch. Nachdem alles Rhodium eluiert ist, werden an 
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dieser Winkelposition mit dem Step-Eluenten 1 die unedlen Metalle eluiert. Nach dieser 
Elution erfolgt die Reduktion von Ir(IV) zu lr(ll!) mit dem Step-Eluenten 2. 



Feed 



Eluent 



Stepl 



Step2 




Kationentauscher 



Anionentauscher 



Beispiel 4: Anionenaustauscher - AusschluKgel 
lonenaustauschVGroftenauschlufi-ChromatoRraphie 

Abtrennung von Goldcyanid aus einer Edelmetall-Losung unter gleichzeitiger 
Auftrennung der Edelmetalle 

Der P-CAC wird zumindest bis zur halben Fullhohe mit einem AusschluBgel befullt, 
dann mit einer Trennschicht uberlagert, und diese wiederum mit einem Anionen- 
austauscher uberschichtet. Eine Edelmetall-Losung, die neben Gold als Cyanid-Komplex 
auch noch die Platingruppenmetalle enthalt, wird als Feed-Losung auf den Ringspalt 
aufgebracht. Das Goldcyanid bindet sich als anionischer Komplex an den Anionen- 
austauscher, die restlichen Platingruppenmetalle durchlaufen den Anionenaustauscher 
ohne Wechselwirkung und werden auf dem AusschluBgel aufgetrennt. Nach dem Win- 
kel, an dem das letzte Platingruppenmetall (Iridium) die Saule verlaBt, wird eine Strip- 
Losung zur Desorption des Goldes in den Ringspalt eingebracht. 
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Es ist auch eine Kombination von Anionenaustauschern und AusschluGgelen in der 
Biotechnologie denkbar; z.B. zur Gewinnung und Reinigung von monoklonalen Anti- 
korper. Dabei konnen durch den Anionenaustauscher Pyrogene, Nukleinsauren und 
Proteasen entfernt werden; im AusschluGgel konnen anschlieSend die Salze der Puffer- 
losung entfernt werden. 

Feed Eluent Strip 



Anionentauscher 



AusschluSgel 



Rh Pd Pt Ir Au 

Beispiel 5: Affinitatsgel - AusschluSgel 
Affinitats-ZGroBenauschluR-Chromatographie 

Abtrennung von unedlen Metal I en aus einer Edelmetall-Ldsung unter nachfolgender 
Trennung der Edelmetalle 

Eine P-CAC-Saule wird zu mindestens 50 % der Fiijlhohe mit einem AusschluSgel 
befullt, mit einer Trennschicht uberlagert und mit Superlrg-Gelen bis zur endgultigen 
Fullhohe beschickt (Superlig-Gele sind Gele mit Kronenether als funktionelle Gruppe; 
Trademark von IBC Advanced Technology). Eine Edel metal l-Losung, die einen hohen 
Anteil an unedlen Metal len enthalt, wird als Feed auf den Ringspalt des P-CAC aufge- 
bracht. Die unedlen Metalle haben keine Affinitat zum Superlig-Gel und eluieren daher 
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durch die gesamte Saule und konnen als gemeinsame Fraktion aufgefangen werden. Die 
Edelmetalle werden vom Superlig-Gel gestrippt und trennen sich auf dem AusschluKgel 
entsprechend der Reihenfolge Rh - Pd - Pt - !r auf. 



Feed Eluent Strip 




Ahnliche Applikationen sind mit stationaren Phasen denkbar, die Komplexbildner (wie 
Dithizone, Dehydrodithizone, Hydroxychinolinate, Pyridylazo-naphtholate etc.) als 
reaktive Gruppen gekoppelt haben. Mit diesen stationaren Phasen ist es aber nur unter 
schwierigen Bedingungen moglich, die Edelmetalle qualitativ voneinander zu trennen 
(pro Metall muB ein Strip-Eluens verwendet werden). Es ist daher nicht sinnvoll, diese 
stationaren Phasen noch mit einer anderen Phase zu uberlagern, da dies die Elutions- 
bedingungen zusatzlich erschweren und den Prozefc unwirtschaftlich machen wiirde. 
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Beispiel 6: Kationenaustauscher - Anionenaustauscher 
lonenaustausch-Chromatographie 
Zweistufen-Reinigung einer Cellulase 

Der Anionenaustauscher als obere Schicht (Pharmacia Mono Q) dient zur Vorreinigung 
der Cellulase; eluiert wird mit einem Tris.HCI-Puffer. Die gewonnene Fraktion, in der 
sich die Cellulase befindet, wird anschlieRend in einem Kationenaustauscher als unter 
Schicht (Pharmacia Mono S) mit einem Acetat-Puffer als Eluens weiter fraktioniert. Mit 
dem Kationenaustauscher kann eine sehr hohe Auflosung erreicht werden, sodaft die 
Cellulase in reinem Zustand gewonnen werden kann. 

Beispiel 7: Kationenaustauscher - Ausschluftgel 

lonenaustauschVGroRenauschluS-Chromatographie 

Gewinnung von monoklonalem lgG 2B a us einer Fermentationsbruhe 

Eine vorlaufige Reinigung und Konzentrierung des Antikorpers wird mit dem 

Kationenaustauscher als obere Phase (Pharmacia S Sepharose High Performance) 

erreicht. Dabei wird MES mit NaCI als Puffer verwendet. Der Pool (Fraktion, die auch 

den Antikorper enthalt) wird anschlieSend uber ein AusschluSgel (Superdex 200) als 

untere Phase mit einem sterilen Natriumchlorid-Puffer von Dimeren/Oligomeren sowie 

von Transferrin befreit. 

Beispiel 8: Anionenaustauscher - Ausschluftgel 
lonenaustausch'/GroRenauschluK-Chromatographie 

Reinigung von Human-Epidermalwachstumsfaktor (h-EGF, Human Epidermal Growth 
Factor), exprimiert als extracellulares Produkt durch Saccharomyces cerevisiae 

Der Anionenaustauscher (Pharmacia Q - Sepharose) als obere Phase dient zur 
Vorreinigung (Reinigung aufgrund der Ladung) des Wachstumsfaktors, die untere Phase, 
das AusschluGgel (Pharmacia Superdex 75) dient der Endreinigung des 
Wachstumsfaktors. 
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Beispiel 9: HydrophobchromatORraphie-(HIC>)Gel - AusschluBgel 
AffinitatsVGroSenauschluft-Chromatographie 

Gewinnung von Human-Hypophysen-Prolactin (Human pituitary prolactin) 

Die obere stationare Phase (HIC-Gel, Pharmacia Phenyl Sepharose CL) dient zur 
Erstreinigung und Aufkonzentrierung des Prolactins (Aufkonzentrierung urn den Faktor 
7). Im zweiten Schritt wird das Prolactin auf einem Ausschlu&gel (z.B. Pharmacia 
Sephadex G100) endgereinigt. 



Beispiel 10: Kationenaustauscher - Hydrophobchromatographie-Gel 

lonenaustausch-ZAffinitats-ChromatoRraphie 

Gewinnung von a-2-Makroglobulin 

Mit dem Kationenaustauscher (obere stationare Phase, z.B. Pharmacia Mono S) kann ein 
Proteinpool gewonnen werden, der Proteine gleicher Ladung enthalt, unter anderem 
auch das Makroglobulin. Das Makroglobulin wird in der zweiten Schicht, dem HIC-Gel 
(z.B. Pharmacia Phenyl Sepharose) bis zur Homogenitat gereinigt. 

Beispiel 1 1 : Anionenaustauscher - Hydrophobchromatographie-Gel 

lonenaustauschVAffinitats-Chromatographie 

Reinigung einer rekombinanten reversen Transkriptase von HIV 

In der oberen Phase, dem Anionenaustauscher (z.B. Pharmacia DEAE Sepharose) wird 

die Fermentationsbruhe nach Ladung getrennt. Der Pool, in dem sich die Transkriptase 

befindet, durchlauft die zweite Schicht, das HIC-Gel (z.B. Pharmacia Phenyl Sepharose 

High Performance). Man gewinnt durch die unterschiedliche Hydrophobizitat nach 

dieser Schicht die Transkriptase in reiner Form. 

Beispiel 12: Kationenaustauscher - Anionenaustauscher, mit einer der stationaren 
Phasen im VerdranRungs-(Displacement-)Modus 
lonenaustauschWerdranfiungs-Chromatographie 
Proteintrennung 
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In einen Annularchromatographen wird ein Anionenaustauscher (z.B. Pharmacia Mono 
Q) eingefullt. Auf diesen Anionenaustauscher wird eine inerte Schicht, z.B. Glasperlen 
oder eine Membran, geschichtet, und daruber ein Kationenaustauscher eingefullt (z.B. 
Pharmacia Mono S). Eine Mischung unterschiedlicher Proteine wird auf dem 
Kationenaustauscher aufgrund unterschiedlicher Ladung getrennt, die getrennten 
Fraktionen werden am Anionenaustauscher unter Verwendung eines Verdrangungs- 
reagens oder Displacers (z.B. Nalcolyte) aufkonzentriert. Somit laBt sich eine Trennung 
und eine simultane Aufkonzentrierung kombinieren. 

Beispiel 13: Ausschluftgel - Elektrophorese-Gel 

GroSenauschluK-Chromato^raphie/Elektrophorese 

Proteintrennung 

Das Elektrophorese-Gel bildet die untere Schicht im P-CAC, die mit einem Ausschluftgel 
uberschichtet ist. Werden nun Proteine unterschiedlicher Ladung und unterschiedlicher 
pl-Werte auf das Ausschlufcgel aufgebracht, trennen sich diese aufgrund der GroSe. Die 
elektrophoretische Schicht ubernimmt dann die zusatzliche Auftrennung der Proteine 
aufgrund ihrer Ladung. 

Beispiel 14: AusschluSgel - Kationenaustauscher, mit dem Kationenaustauscher im 

Verdrangungs-(Displacement-)Modus 

Gro6enauschluB-/lonenaustausch-Chromatographie 

Aufarbeitung einer Aminosauremischung unter gleichzeitiger Abtrennung von Protei- 
nen 

Die obere stationare Phase, ein AusschluGgel (z.B. Pharmacia Sephadex G25) dient zur 
Abtrennung von Proteinen (z.B. Albumine) aus einer Feed-Losung, welche die Amino- 
sauren L-Glutaminsaure, L-Valin und L-Leucin enthalt. Die Trennung im AusschluBgel 
ergibt eine Fraktion, welche die Proteine enthalt, und eine Fraktion, welche die Amino- 
sauren enthalt. In der zweiten Schicht werden die Aminosauren auf einem Kationen- 
austauscher (z.B. Dowex 50 W-X8) mit einem Displacer (z.B. 0,1 n NaOH) getrennt und 
gleichzeitig aufkonzentriert. Die Aminosauren werden in der Reihenfolge Glutamin- 
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saure - Valin - Leucin gewonnen. Dem Displacer mu8 eine Regenerierlosung (z.B. ver- 
dCinnte H 2 S0 4 ) folgen, um das Gelbett in den Ausgangszustand zu bringen. 

Das Beispiel der Displacement-Elution ist ebenfalls nicht auf die Anwendung im 
Kationenaustausch beschrankt. 

Wie aus der obigen Beschreibung hervorgeht, bietet der vorliegenden Erfindung einen 
neuen Annularchromatographen mit einem aus mehreren unterschiedlichen Zonen 
bestehenden Teilchenbett, mit dem mehrere Arten chromatographischer Trennungen 
kontinuierlich, in einem Schritt und somit rascher und kostengiinstiger durchgefuhrt 
werden konnen, als dies nach dem Stand der Technik bislang moglich war. 
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Patentanspruche: 



1. Annularchromatograph mit einer Beschickung in Form eines Teilchenbetts, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Teilchenbett zumindest zwei ubereinander angeordnete Zonen 
(1, 2, 3, 4) aufweist, die unterschiedliches Bettmaterial enthalten und vorzugsweise 
durch jeweils zumindest eine Trennschicht (5) voneinander getrennt sind. 

2. Annularchromatograph nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS zumindest 
eine der Zonen (4) durch Vorsehen von etektrischen Anschlussen, vorzugsweise in Form 
von Schleifkontakten, (6, 7) als Elektrophoresezone zur Durchfuhrung von elektrophore- 
tischen Trennungen ausgebildet ist. 

3. Annularchromatograph nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Elektro- 
phoresezone (4) durch jeweils zumindest eine elektrisch nicht-leitende Trennschicht (5) 
zu der bzw. den ubrigen Zone(n) (1, 2, 3) hin begrenzt ist. 

4. Annularchromatograph nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daS das Bettmaterial fur die zumindest zwei Zonen (1, 2, 3, 4) aus Anionenaustausch- 
harzen, Kationenaustauschharzen, AusschlutSgelen, Gelpermeationsgelen, Affinitatsge- 
len, Hydrophobchromatographie-(HIC-)Gelen, Verdrangungs-(Displacement-)Harzen, 
Umkehrphasen-(Reversed Phase-)Gelen und Elektrophorese-Gelen ausgewahlt ist. 

5. Annularchromatograph nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daS das Bettmate- 
rial fur die Elektrophoresezone (4) aus Elektrophoresegelen ausgewahlt ist. 

6. Annularchromatograph nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die zumindest eine Trennschicht (5) aus Membranen, nicht-poro- 
sem, inertem Teilchenmaterial, vorzugsweise G I asperlen, und elektrisch nicht-leitendem 
Material ausgewahlt ist. 
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7. Annularchromatograph nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Teilchenbett mit einer Deckschicht (8) bedeckt und/oder mit 
einer Grundschicht (9) unterlegt ist, wobei die Deck- und die Grundschicht (8, 9) vor- 
zugsweise aus demselben Material wie die Trennschicht(en) (5) bestehen. 

8. Annularchromatograph nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Teilchenbett zumindest eine Elektrophoresezone enthalt. 

9. Annularchromatograph nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Teilchenbett zumindest eine Ausschluftgelzone und zumindest 
eine Adsorberharzzone enthalt. 

10. Annularchromatograph nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft zumindest 
eine Adsorberharzzone ein lonenaustauschharz enthalt. 

11. Annularchromatograph nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft am inneren und/oder aufteren Umfang der annularen Trennsaule 
(1 1) ein Tern per ier-(d.h. Heiz- bzw. Kuhl-)Mantel vorgesehen ist. 
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